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!基础研究!
基于内毒素血症探讨皂术茵陈方对非酒精性
脂肪性肝炎大鼠的影响
陈!平*!许玲夏*!周志佳*!杨青青*!苏!航*!郭蓁萤*!王书宇*!陈建虎*
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摘要!目的!基于内毒素血症探讨皂术茵陈方防治非酒精性脂肪性肝炎"
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#大鼠的影响及其作用
机制$ 方法!采用随机数字表法将
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只大鼠分为
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组%即正常组&模型组&皂术茵陈方组&盐酸吡格列酮组
及培菲康组%每组
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只$ 除正常组外%其余
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只大鼠采用高脂饮食
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周建立大鼠
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模型%在造模第
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周开始%皂术茵陈方组给予皂术茵陈方水提液
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*, ;@F
"
K@
!
>
#灌胃%培菲康组给予培菲康
.*, ;@F
"
K@
!
>
#灌胃%正常组及模型组均给予双蒸水
*, ;LF
"
K@
!
>
#灌胃%共治疗
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周末经腹主动脉取血%生化法检测肝组织甘油三酯"
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#水平%苏
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#染色观察肝组织病理学变化$ 终点显色法检测血浆内毒素"
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#含量$
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法检测肝
组织肿瘤坏死因子#
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等炎症因子的表达水平$ 结果!与正常组比较%模
型组大鼠肝组织显示出典型的
'HIJ
组织学特征%出现重度脂肪变性%不同程度的炎细胞浸润和坏死灶$
大鼠肝湿重&肝指数&肝脏
$M
含量&血浆
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水平&肝组织
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等炎症因子水平均有不同程
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#$ 经皂术茵陈方干预后%肝细胞脂肪变性&炎症浸润较模型组减轻%大鼠肝湿
重&肝指数&肝脏
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等炎症因子水平较模型组有不同程度
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#$ 结论!皂术茵陈方能显著降低肝脏
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等炎症因子的表达$ 提示皂术茵陈方治疗
'HIJ
的作用机制与改善内毒素血症%减少内源性
LNI
产生&降低炎症因子的表达有关$
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'HOL3
%是一种与胰岛素抵抗和遗传易感
性密切相关的代谢应激性肝损伤'*( ) 病理学改变以
弥漫性肝细胞大泡性脂肪变性和脂质沉积为主要特
征$患者无过量饮酒史) 疾病谱包括非酒精性单纯性
脂肪肝#
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非酒精性脂肪性肝炎 #
?(?<9D(T(9=D XR8<R(T8W<R=
#
R=X
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%*晚期肝硬化和肝癌'.( )
在
'HOL3
的病程中$
'HIJ
是演变为肝硬化的
必经阶段$若能及时有效的干预治疗$可控制疾病向肝
纤维化*肝硬化甚至肝癌的发展'-( )
'HOL3
的治疗
包括饮食和生活方式的调整*药物治疗及手术治疗$一
线治疗是改变生活方式) 药物治疗方面$至今尚无公
认的保肝药物可用于常规治疗) 美国指南中重点推荐
使用维生素
:
#
VVV !
$生育酚%和吡格列酮$但其有
效性和长期使用的安全性尚不明确$停药后也易发生
反弹'2( ) 因此$深入了解
'HIJ
发病机制对后续的新
药研发*诊疗实践具有决定性意义)
研究发现肝脏和血液代谢物的之间基于+肠,肝
轴-相互作用$是
'HOL3
发展的重要环节'+( ) 新近研
究表明$肠源性内毒素血症 #
=?R8XR=?<9 8?>(R(B
#
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$
#:$&
%形成后$会引发包括肝脏在内的多器官
障碍'0( ) 本实验以内毒素血症为切入点$进一步探讨
其调控
'HIJ
的作用机制)
材料与方法
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大鼠$雄性$清洁级$体量
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$
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周龄$由上海西普尔 $必凯实验动物有限公
司提供$许可证号
I!6a
#沪%
.,*-
$
.,*0
$饲养于厦
门大学医学院中医系) 本实验通过厦门大学实验动物
管理伦理委员会批准#
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!药物!高脂饲料#
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胆固醇
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黄豆
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蔗糖
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猪油%$
苏州双狮实验动物饲料科技有限公司$许可证号"
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) 盐酸吡格列酮片$重庆科瑞制药#集
团%有限公司产品$批号"
J.,,),.1*
) 将盐酸吡格列
酮溶于蒸馏水中$制成
* ;@F;L
溶液) 培菲康#双歧
杆菌三联活菌胶囊%$每粒胶囊含药粉
.*, ;@
$含长
型双歧杆菌*嗜酸乳杆菌和粪肠球菌活菌数分数不低
于
*
"
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%
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1
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$上海上药信宜药厂有限公司$批号"
I*,/+,,-.
) 将培菲康溶于蒸馏水中$制成
.* ;@F;L
溶液) 皂术茵陈方#组成"茵陈蒿
*+ @
!大黄
+ @
!栀
子
*, @
!皂角刺
*+ @
!炒白术
*+ @
%) 水提液制备方
法如下"精确称量$置于圆底烧瓶中$加入
*,
倍纯水$浸
泡
-, ;=?
后$加热煮沸
* T
$
0
层纱布过滤) 转移滤
液$进行
.
次循环煎煮$合并
.
次煎煮过滤的药液$于
蒸发旋转仪上浓缩至药液浓度为
0 ;@F;L
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!主要试剂及仪器!
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试剂盒$浙江东瓯诊断
! %"!
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中国中西医结合杂志
产品有限公司$批号"
.,*1,2,,*1
) 显色基质鲎试剂
盒$厦门市鲎试剂实验厂有限公司$批号"
*1,/,)
)
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试剂盒*
#L
$
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试剂盒*
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试剂盒$均购自北
京冬歌博业生物科技有限公司$批号"
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酶标仪$瑞士
$:!H'
公司&
V *-2<
高
速冷冻离心机$德国
:WW8?>(^Q
公司&
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#
HL.2,e
超
低温冰箱$中科美菱公司$
V&..2+
切片机$德国
L8=D<
公司&
76+-
智能生物显微镜$日本
E9];WCX
公司&
:BD89X=(^ HI
脱水机$美国
$T8^;( O=XT8^
公司&
aH$*)
匀浆机$德国
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#
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公司)
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!方法
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!分组及造模!大鼠适应性喂养
*
周后$按
照随机数字表法分为
+
组$即模型组#
&
组%*正常组
#
!
组%*皂术茵陈方组#
U
组%*盐酸吡格列酮组#
N
组%*培菲康组#
7
组%$每组
)
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组大鼠
喂食高脂饲料制备
'HIJ
大鼠模型'1( $
!
组大鼠喂食
普通饲料$共
*0
周) 大鼠饲养环境温度为
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&$相对湿度为
+, c b1, c
$亮暗周期为
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!给药方法!从第
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周起开始灌胃$按照成
人体重为
0, K@
计算大鼠每日常规用药量')( $
!
*
&
组
大鼠给予
*, ;LFK@
双蒸水灌胃&
U
组以皂术茵陈方
水提液
*, ;LFK@
灌胃$每天给予药液
0, ;@FK@
#大
鼠给药剂量相当于临床成人给药剂量的
*,
倍%&
N
组
以盐酸吡格列酮
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%灌胃&
7
组以培菲康
.*, ;@F
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% 灌胃$每天灌胃
*
次$连续给药
)
周)
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!观察指标与检测方法
+
"
*
!样品采集!在第
*0
周末$各组大鼠经腹主
动脉取血$称重) 将肝脏组织固定在
*,c
多聚甲醛中
用于组织病理学分析) 将剩余肝脏组织存储于
$
),
&$用于生化分析)
+
"
.
!肝脏组织的的组织病理学评估!
*,c
多聚
甲醛固定$石蜡包埋肝脏$用
J:
染色$在光学显微镜
下观察)
+
"
-
!
$M
测定!称取
*,, ;@
肝组织$在离心管
中加入
,
"
/ ;L
无水乙醇) 在冰水浴中用电动匀浆机
将肝组织匀浆$并在
2
&以
. +,, ^F;=?
$离心
*, ;=?
$
取
.
"
+ #L
上清液$使用
$M
试剂盒测定
$M
含量)
+
"
2
!血浆
LNI
测定!腹主动脉采血$在
2
&离
心机
. +,, ^ F;=?
$离心
+ ;=?
) 转移上层清液至无致
热源的离心管中$使用显色基质鲎试剂盒通过终点显
色法检测血浆中
LNI
的含量)
+
"
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!肝脏炎性细胞因子#
$'O
#
!
*
#L
#
*"
及
#L
#
0
%
检测!称取
*,, ;@
肝组织$在离心管中加入
,
"
/ ;L
生理盐水) 在冰水浴中用电动匀浆机将肝组织匀浆$
并在
2
&以
. +,, ^ F;=?
离心
., ;=?
) 依次取
*, #L
上清液$按照
:L#IH
试剂盒方法测定)
0
!统计学方法!使用
INII *0
"
,
软件对数据
进行统计学分析$计量资料以
B
'
X
表示) 多组间比较
采用单因素方差分析$组间两两比较采用
\
检验$
N P
,
"
,+
为差异有统计学意义)
结!!果
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组大鼠体重*肝湿重*肝指数比较#表
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%!与
!
组比较$
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组大鼠肝湿重及肝指数均显著升高#
N P
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组比较$
U
*
N
组大鼠肝湿重和肝指数降低
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组大鼠肝指数下降#
N P
,
"
,*
%)
&
组大鼠体重较
!
组增加$用药后
U
*
7
组体
重较
&
组有所下降$但差异无统计学意义#
N f,
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组大鼠肝组织病理学变化#图
*
%!在光学
显微镜下观察$
!
组大鼠肝细胞结构正常$核居中*大*
圆$胞浆内无脂肪滴蓄积$肝小叶结构清晰$小叶内无
明显炎症细胞浸润) 经过
*0
周高脂饮食$
&
组大鼠
肝组织可见大量肝细胞气球样变性$肝细胞肿胀$胞浆
疏松$部分细胞由于脂肪滴挤压见细胞核偏移) 小叶
内和汇管区混合性炎症细胞浸润$以小叶内明显$部分
坏死灶融合成片$未见明显肝纤维化形成)
&
组大鼠
的肝组织显示典型
'HIJ
组织学特征$提示
'HIJ
大
鼠模型制备成功'/( ) 经药物治疗后$
U
组大鼠肝组织
中肝细胞气球样变性减轻$可见少量细胞肿胀$核居中$
图
*
"各组大鼠肝组织病理学变化 #
J:
$ %
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%
中国中西医结合杂志
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! &"!
局部有少量炎性细胞浸润)
N
组大鼠肝组织中可见大
量肝细胞气球样变性$细胞肿胀$胞质空泡化$未见明
显炎症)
7
组大鼠肝组织中可见大量肝细胞气球样变
性$细胞肿胀$胞质空泡化$中央静脉周围多见少量肝
细胞脂肪变性$炎性细胞浸润较
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*血浆
LNI
含量比较
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组大鼠肝脏炎性细胞因子
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#:$&
是肝功能产生严重障碍的共同物质基础和
重要诱因) 形成过程与
&<^XT<99 "!
在
*//)
年首先
提出的+肠$肝轴-学说密切相关'*,( )
枯否细胞#
KCWQQ8^ D899X
$
a!
%是肝内固定的巨噬
细胞$主要起吞噬*免疫调制*净化血液和维持肝脏内
环境稳定的作用'**( ) 当
a!
受到刺激*损害时$吞噬
功能降低$引发肝内微循环障碍$升高血浆
LNI
水平)
同时由于肠道遭受打击后$微生态失衡$肠屏障功能受
损$通透性增高'*.( $且机体对毒性物质的灭活与免疫
功能减弱$导致肠腔内大量细菌异位*
LNI
经门静脉
系统与内毒素结合蛋白#
9=W(W(9]X<DD<^=>8 `=?>=?@
W^(R8=?
$
L7N
%结合$随后复合体转运至
a!
膜表面受
体
!3*2
#
D9CXR8^ (Q >=QQ8^8?R=<R=(? *2
%$经
$(99
样
受体
2
#
$(99
#
9=K8 ^8D8WR(^ 2
$
$LV2
%的识别作用后激
活
a!
$引发
$'O
#
!
*
#L
#
*"
*
#L
#
0
*
#L
#
)
等促炎因子的
转录*翻译和释放) 其中肝毒性细胞因子
$'O
#
!
是引
发脂肪性肝炎的首选因子$直接造成肝细胞损伤的同
时还可协同诱生其他炎性细胞因子如
#L
#
*"
*
#L
#
0
等$
介导肝脏乃至全身器官的炎症反应$对肝细胞造成
+二次打击- '*-( ) 伴随肝脏解毒功能的衰退$血液循
环中含量逐渐升高的
LNI
通过免疫机制进一步损伤
肠屏障功能$形成恶性循环) 因此$肝实质细胞与
a!
二者因功能障碍产生的共同作用是
'HIJ
的产生和
进一步发展的关键环节) 并与
LNI
的直接损伤作用$
和
LNI
激活
a!
所引发的系列继发性肝损伤联系
紧密)
毒邪泛指对机体产生毒性作用的各种致病因素$贯
穿
'HIJ
发病始末)
LNI
与中医毒邪致病理论相关$
邪化为毒$因盛而变)
LNI
水平异常增高$经受损肠黏
膜上皮进入血液触发全身炎症反应综合征$成为
'HIJ
发病的重要始动因素$属于外毒) 其促使脏腑功能紊
乱*气血运行失司$易生痰湿瘀血等内毒'*2( $内外毒邪
相互为因$相兼为患$应针对二者从毒论治)
'HIJ
基
于中医辨证论体系归类为+湿热内蕴$痰瘀互结-证) 以
嗜食肥甘*情志不遂为主要病因) 肝郁脾虚为本$痰湿*
瘀血*气滞为标) 中医治疗以调肝理脾为基本治法$具
有独特优势'*+( ) 皂术茵陈方基于临床肝病经典名方茵
陈蒿汤$配伍皂角刺*白术而成) 方中白术健脾利湿$皂
角刺活血化痰$茵陈清利肝胆湿热$栀子清热降火$大黄
泻热逐瘀) 诸药合用$达+清热利湿*化痰活血-之效$除
浊脂之患$切合
'HIJ
+湿热-*+痰瘀-的病机特点) 既
往临床研究表明$皂术茵陈方可通过调节胰岛素抵抗及
氧化应激状态治疗
'HIJ
'
*0
(
&能够改善肠道微生态平
衡$降低患者血清
HI$
*
HL$
活性'*1( &抑制血清游离脂
肪酸#
Q^88 Q<RR] <D=>
$
OOH
%及
$'O
#
!
水平'*)( ) 为进
一步明确皂术茵陈方针对
'HIJ
的临床疗效和作用机
制$本研究以
#:$&
为切入点$开展皂术茵陈方干预
'HIJ
的作用机制研究)
本实验结果证实$皂术茵陈方能显著降低
'HIJ
模型大鼠的
LNI
*
$M
水平$抑制
$'O
#
!
*
#L
#
*"
*
#L
#
0
等促炎因子表达&并可较好地改善肝组织病理变化$降
低肝湿重与肝指数) 作用效果优于盐酸吡格列酮组与
培菲康组) 其中值得注意的是$与内毒血症密切相关
的
LNI
水平下降显著$表明皂术茵陈方治疗
'HIJ
! '"!
!
!"#$%&
中国中西医结合杂志
的作用机制可能在于减少内源性
LNI
的产生$改善
#:$&
$进而减少炎症因子的产生及对肝脏的刺激)
利益冲突! 无)
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